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(57) Abstract 

The infrared absorption is measured in a sample (2) containing the substance tested for. At the same time is determined 
the absorption of two different wave lengthes (M, \2) by selecting the firstwave length (Ai) in such a way that if the concentration 
of the substance tested for varies in the sample (2), there is a negligible or no absorption variation whereas the second wave 

length (\2) is located in an absorption band of the substance after the va- 
riation intensity measurements (Ii and 12) at the two wave lengthes, the 
signal is normed by the quotient (I2/Il). The process aJlowes areprodu- 
ceabte quantitative measurement in a natural biological medium or in 
dialysates without pre-treatement of the sample and with small quanti- 
ties of substances. By selecting the second wave length, a plurality of 
, substances may be tested for. 
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(57) Znsamraenfassung 



Gemessen wird die Absorption von Infrarotstrahltmg dutch eine Probe (2\ welche die zu bestimmende Substanz 
enthalt Es wird gleichzeltig die Absorption bei zwei untezscbiedlichen Wetieniangen (Ai, A2) gemessen, wobei die erste Wei- 



einer substanzspezifishen Absorptionsbande der zu bestimmenden Substanz liegt Nach Messung der StrahlungsintensitMten. 
(Il und 12) bei den beiden Wellenlfingen (Xi, *2) wird das Signal dutch Quotientenbildung (I2/I1) normiert Das Verfabren 
ermdglicht eine quantitative, reproduzierbare Messung im naturlichen biologischen Milieu oder inDialysaten ohne Probenvor- * 
behandlung und mit nur geringen Substanzniengea Durch entsprechende Wahl der zweiten WeUetdange (X2) Iassensichmeh- 
rere Substanzen bestimmen. 
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Verfahren und Vorrichtung zur Mo LekGLspekt roskopi e, insbesondere zur Be- 
st i mm ung von Stof fwechseLprodukten 

Die Erf induing betrifft ein Verfahren zur Mo Lekulspektroskopie, insbeson- 
dere zur Bestimmung von Stof fuechse Lprodukt en, bei dem die Absorption von 
Inf rarotst rahlung durch eine Probe, welche eine zu best immende Substanz 
enthaLt, gemessen wird, sowie eine Vorrichtung zur Durchf uhrung dieses 
Verf ahrens* 

Das Verfahren und die Vorrichtung nach der Erfindung konnen insbesondere 
Glucpsebest immung 

zur , im Serum oder auch im Ham dienen. Eine solche Bestimmun< 

ist von-auBerordent licher Bedeutung fur die Erkennung und die Therapie- 
kontrolle der Diabetes mellitus. Die bekannte ErmittLung uber Teststrei- 
fen im Harn dient hauptsach Li ch zur FeststelLung der Erkrankung. Obgleich 
ein gut eingesteLlter Diabetiker bei regelmaBiger Urinuntersuchung mit 
uenigen Stichproben der BlutgLucose auskommen kann, spielt fur die Thera- 
pie, die Therapiekont ro L Le,- die EinstelLung des Tagesprofils usw. im we- 
sent lichen die Bestimmung der Glucosekonzentrat ion im BLut eine RolLe* 

Die bekannten Verfahren zur GLucosebestimmung Lassen sich in drei Gruppen 
einteilen, namlich in biochemische, eLekt rochemische und spekt roskopische 
Verfahren. Von diesen Verfahren sind die biochemischen Verfahren nur als 
Laborverfahren geeignet; die e Lekt rochemischen Verfahren bieten zwar der- 
zeit die aussi chtsrei chsten Ansatzpunkte fur die EntwickLung von implan- 
tierbaren Glucosesensoren, sind aber in ihrer Genauigkeit und Spezifitit 
ebenso wie die biochemischen Verfahren den spekt roskopi schen Verfahren 
unterLegen* 

Die biochemischen und e Lektrochemi schen Verfahren haben zudem den Nach- 
teil gemeinsam, dafi die zu messende Probe vor dem eigent Lichen CTeBvorgang 
durch Zusatz von ChemikaLien so aufbereitet werden mufl, daB mefitechni sch 
erfaBbare Reakt ionsprodukte gebi Ldet werden. Damit sind kont inuier Li che 
Messungen nicht moglich. 

Im Gegensatz zu den biochemischen und e lekt rochemischen Verfahren wird 
beim spekt roskopischen Verfahren das Glucosemo Lekul nicht verandert. 
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Oaneben gibt es noch einige unspezif ische Verfahren, die praktisch nicht 
mehr in Gebrauch sind. So ist beispie Lsweise aus der DE-OS 2 724 543 ein 
Verfahren zur Bestimmung von Glucose auf der Grundiage der seit iangem 
bekannten, aber wegen nicht hinrei chender Spezifitat nur noch seLten an- 
5 gewandt en -Polar imetrie bekannt, welches allenfalls unter gunstigen Um- 
standen zur Zuckerbest immung i m Harn geeignet ist- 

Eine erste Moglichkeit zur Bestimmung von Stoff wechse Iprodukten durch 
spektroskopische Messung stellt die Laser-Raman-Spektroskopie dar. Die 
10 Frequenz der Erregerst rahlung liegt dabei im sichtbaren Spekt ralberei ch. 
Zur Messung wird der nach Rot verschobene Teil im Spektrum des Streulichts 
verwendet. 

Bei Messungen im Vollblut tritt bei diesem Mefiverf ahren die Schwier igkei t 
15 auf, daR im gesamten sichtbaren Spekt ra Lberei ch Slut, bedingt durch Hamo- 
globin und die anderen chromophoren Substanzen, eine starke Absorption 
zeigt, was zwar fOr diese Molekule zu einer Resonanzverstar kung der Ra- 
man-Streuung fuhrt, jedoch mit einem hohen Fluoreszenzuntergrund verbun- 
den ist und somit die Detektion nicht resonanzverstar kter Banden erschwert 
20 wenn -nicht ganz unmoglich macht. Dieses Problem LaBt sich zwar mit den 

heute zur Verfugung stehenden Nog li chkeiten zur Anregung der Raman^Streu- 
ung mit kurzen LaserimpuLsen im Subnanosekunden-Berei ch Losen; jedoch ist 
der technische Aufwand so erheblich, daB sich damit in absehbarer Zeit 
fur VolLblutproben kein praktisch einsetzbares Verfahren realisieren las- 
25 sen wird. 

Eine andere Hog Li chkei t, die Storung durch Fluoreszenz der Chromophore 
zu vermeiden, besteht darin, im infraroten Spekt ra Ibereich zu arbeiten, 
d*h* das Inf rarot-Spektrum der Probe direkt aufzunehmen. Da aber die Pro- 
30 benauf bereitung, sowie die Regist rierung und Auswertung des Spektrums 
zeitaufwendig und kompliziert ist, stellt die Infrarot-Spekt roskopi e in 
der bisher ublichen Art keine Konkurrenz zu den bestehenden anderen Ver- 
fahren dar. 

35 Ein wei teres spekt roskopi sches Verfahren ist die sogenannte ATR-Spekt ro- 
skopie, d.h. die Tota Lref Lexionsspekt roskopi e mit quergedampf ter Welle, 
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So ist es beispieLsweise aus der DE-OS 2 606 991 bekannt, einen C0 2 ~ 
Laser in Verbindung mit der seit Langem bekannten ATR-Spektroskopie zur 
Bestimmung von Glucose bzw. auch von anderen Stof f wechse Lprodukten zu 
verwenden. Dies laflt sich jedoch nur in reinen LSsungen durchfuhren; in 
5 Nehrkomponentensystemen Oder gar im Vollblut muR diese Verfahren aufgrund 
prinzipieL Ler Schwierigkeiten scheitern. 

So gilt zum BeispieL das Lambert-Beer *sc he Gesetze fur die ATR-Spektro- 
skopie nur fur einen Absorpt ionskoeffizienten im Bereich von 0,1 und 

10 kleiner sowie fGr einen Einf al LswinkeL von ungefahrt 60° oder grdRer, be- 
zogen auf die im IR ubLichen Materia Lien, und aufterdem nur bei hinreich- 
end grofien We L Lentangen, und auch hier nur annSherungsweise fur i sot rope 
Proben. Selbst bei in vitro Messungen im VoLLbLut wOrden hier also be- 
reits Schwierigkeiten auftreten, bedingt zum BeispieL auch durch die Pro- 

15 teinadsorption an den Ref Lexionsf lachen, die das System in eine Anisotro- 
pie uberftihren. 

Bei spekt roskopischen Messungen im Inf rarotspekt ralberei ch wird ubLicher- 
weise der Absorpt ionsbeit rag des Losungs- bzw- Einbett ungsmitteLs fur die 

20 zu bestimmende Substanz durch die Anwendung eines Referenzst rahLengangs 
zusatzlich zum ei gent Lichen MeBst rah Lengang kompensiert, wobei in bei den* 
Strahlengangen Inf rarotst rahLung der gLeichen WellenLSnge verwendet wird, 
Die notwendige Reproduzierbarkeit der Messung im Referenzst rahLengang 
erfordert jedoch eine ProbenvorbehandLung und ist auf zu untersuchende 

25 Substanzen, die im nattirLichen bioLogischen Mi Lieu vorLiegen, nicht di- 
re kt anwendbar- 

Es ist nun die Aufgabe der vbrLiegenden Erfindung ein Verfahren zur Be- 
stimmung von Stof fwechselprodukten zu schaffen, das ohne Probenvorbehand- 
30 Lung, d.h. aLso ohne Chemi kaiienverbrauch eine quantitative, reproduzier- 
bare Hessung im natur Lichen bioLogischen Milieu ermoglicht und dazu nur 
geringe Substanzmengen braucht, 

Diese Aufgabe wird, ausgehend von dem "tlberbegri f f des Anspruchs 1 be- 
35 schriebenen Verfahren dadurch geLost, dafl gLeichzeitig bei zwei unter- 
schiedLichen UeLLenLangen der Inf rarotst rah Lung gemessen wird, wobei die 
erste WeLLenLange so ausgewahLt ist, daR bei Konzentrat ionsanderungen der 
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zu bestimmenden Substanz in der Probe keine Oder nur eine vernachlassig- 
bar kleine Knderung der Inf rarot st rahlungsabsorpt ion auftritt, wahrend 
die zweite Wellenlange So ausgewahlt ist, daB sie im Bereich einer sub- 
stanzspezif ischen Absorpt ionsbande der zu bestimmenden Substanz Liegt, 
5 und daB der Quotient aus den bei diesen beiden Wellenlangen gemessenen 
Absorptionswerten gebi Ldet wird, 

Oas erf indungsgemaBe Verfahren kann daher a Is Zwei wellenlangenverf ahren 
charakterisiert uerden, bei dem die erste Wellenlange in einem "quasi- 

10 isosbest ischen" Bereich liegt, wahrend die andere Wellenlange im Bereich 
einer substanzspezif\schen Absorpt ionsbande liegt, und zwar so, daB *bei 
dieser Letzteren WeLlenLange eine Absorpt ions anderung nur durch eine Kon- 
zentrationsanderung der untersuchten Substanz verursacht wird* Im allge- 
meinen Lassen sich Wellenlangen dieser Eigenschaf t en aufgrund von vorLie- 

15 genden Inf rarotabsorpti onsspekt ren der inf ragestehenden Proben ohne wei- 
teres auswahlen, da es neben den substanzspezif ischen Absorpt ionsbanden 
auch in Mehrkomponenten-Gemischen quasi-isosbest ische Bereiche gibt. 

MitteLs des Verfahren nach der Erfindung LaBt sich beispielsweise Glucose 
20 im mensch li chen Vollblut schnell und sicher bestimmen* Es ist auch mog- 

Lich andere Stof fwechselprodukte wie zum Beispiel Kthy LaLkohoL, Harnstoff, 
Harnsaure, Kreatinin, Peptidspaltprodukte, Cholesterin, Lipide ira Blut 
oder in anderen Korperf lussigkeiten zu messen- Die Messung kann auch in 
Dialysaten vorgenommen werden, d.h. in FLussigkeiten, die keine Korpei — 
25 f Lussigkeiten sind, die jedoch Stof fwechse Lprodukte enthaLten. Ein solches 
DiaLysat ist bei spie Lsweise die zur Dialyse bei Nierenkranken verwendete 
FLCissigkeit. 

Das Verfahren nach der Erfindung kann in der Weise durchgefuhrt werden, 
30 daB man die Absorption bei den beiden unterschied lichen Wellenlangen 

mittels Transmissions-Spektroskopie oder mittels Ref lexions-Spekt rosko- 
pie, insbesondere ATR-Spektroskopie, bestimmt* Transmissionsmessungen 
haben, beispielsweise im Falle der GLucosebest immung im VoLLblut, gegen- 
uber Messungen mittels ATR-Spekt roskopie den Vortei I, daB das Lambert- 
35 Beer'sche Gesetz hier gultig ist und daB sie fur die Erzielung quantita- 
tiver MeGwerte durch biochemische AbsoLutbest immung kalibriert werden 
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Die zu messende Probe Liegt zweckmaBig aLs Ausstrich bzw. Film auf einem 
Wegwerf- oder Einwegprobentrager aus Kunststoff vor. Das Tragermateri aL 
ist so ausgewahLt, dafl es im Bereich der ersten und zweiten WeLLenLange 
nur eine geringe Ei genabsorpt ion hat. Der Probentr§ger kann aLs ebener 
ObjekttrSger, gegebenenf a Us aber auch aLs DurchfLufi- oder Trogkuvette 
ausgebi Ldet sein. 

Wie schon erwahnt, gibt es auch in Mehrkomponenten-Gemischen quasi-isos- 
bestische Bereiche, so dafl sich eine WeLLenLange finden LaBt fur die auch 
bei Konzentrationsanderungen mehrerer Substanzen in der Probe keine oder 
nur eine vernachLassigbar kLeine Snderung der Inf rarot strahLungsabsorp- 
tion auftritt- Damit Lassen sich mit ein- und derseLben Vorrichtung nach- 
einander mehrere Substanzen in der Probe bestimmen, indem man die erste 
WeLLenLange so andert, daB sie jeweiLs im Bereich einer substanzspezi f i- 
schen Absorpt ionsbande Liegt. In jedem Fa LLe ist das MeBsignaL normiert, 
wobei die Probe seLbst aLs Referenz dient. 

Eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des erf indungsgemaflen Verfahrens" zeich- 
net sich aus durch eine Inf rarot st rah Lungs que L Le zur Erzeugung eines In- 
f rarotstrahLungsbundeLs, das aus Inf rarotst rah Lung von wenigstens einer 
ersten und zweiten WeLLenLange besteht, wobei die erste WeLLenLange so 
ausgewahLt ist, daB bei Konzentrationsanderungen der zu bestimmenden 
Substanz in der Probe keine oder nur eine vernachLSssigbar kteine Khde- 
rung der Inf rarot st rahLungsabsorption auftritt, wahrend die andere WeL- 
LenLange so ausgewahLt ist, daB sie im Bereich einer substanzspezif ischen 
Absorpt ionsbande der 2U bestimmenden Substanz Liegt, durch eine petektor- 
einrichtung zur gesonderten Messung der Absorpt ionswerte der Inf rarot- 
strahLung der unterschiedLi chen WeLLenLangen und durch eine der Detektor- 
einrichtung nachgescha Ltete Di visionsscha Lt ung zur Bi Ldung des Quotienten 
aus den ermitteLten Absorpt ionswerten. 

Die Inf rarotst rahLungsque L Le kann einen starken Kont inuumst rahLer oder 
einen, bzw. mehrere Laser enthalten, wobei Gas- oder Fest korperLaser Ver- 
wendung finden konnen. Zur Aussonderung der beiden zur Messung verwende- 
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ten WellenLangen konnen Interf erenzf i Iter oder ent sprechend ausgebildete 
StrahLteiLer vorgesehen sein- 

Vorteilhaft ist es empf angsseit ig nur einen Detektor zu verwenden und 
5 die Strahlenbundel unterschiedli cher Wellenlange durch unterschiedli che 
Modulation unterscheidbar zu machen. 

Durch die Quotientenbi Ldung der Absorpt ionsvierte, die man fur die beiden 
WellenLangen mint, erhalt man ein normiertes MeRsignat, wobei die Probe 
10 selbst als Referenz dient. 

Weitere Merkmale der Erfindung sind in den Unteranspruchen wi edergegeben- 

Die Erfindung wird im folgenden anhand der Figuren 1 bis 12 der beigefug- 
15 ten Zeichnungen naher erlautert. Es zeigen: 



Fig. 1 ein Inf rarot absorptionsspektrum von Wasser; 

Fig- 2 ein Inf rarotabsorpt ionsspekt rum von Heparin; 

20 

Fig- 3 ein Inf rarotabsorpt ionsspektrum von D-Glucose; 

Fig. 4 ein Inf ra rot absprot ionsspekt rum von getrocknetem menschlichem 
VollbLut, bei dem der Glucosegehalt im norma L-physiologischen 
25 Bereich liegt; 

Fig- 5 ein Inf rarotabsorptionsspektrum von getrocknetem menschlichem 
Vollblut, das mit D-Glucose soweit angereichert ist, daR der 
Glucose-Gehalt im pat hologischen Bereich liegt; 

30 

Fig. 6 ein erstes Ausf Ohrungsbei spiel einer erf indungsgemaRen Vorricft- 
tung; 



35 



Fig. '7 
Fig- S 



ein zweites Ausf uhrungsbeispi e I einer Vorri chtung; 

ein drittes Ausf uh rungs bei spie L der Erfindung mit einer abge- 
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wandeLten Inf rarotst rahlungsqueUe; 

Fig. 9 ein viertes Ausf uhrungs bei spie I der Erfindung; 

5 Fig, 1Q ein funftes Ausf uhrungsbei spieL der Erfindung; 

Fig, 11 DurchLaGkurven zweier Einband-Interf erenzf i Lter, wie sie in den 

Ausfuhrungsbeispielen nach den Fig, 6, 7 und 9 Verwendung finden; 
und eine DurchLaBkurve eines Doppe Lband-Interferenzf i Lters, wie 
10 es im Ausf uhrungsbeispiet nach der Fig* 8 vorgesehen ist; und 

Fig. 12 die Durch LaRkurven eines we I Len Langense Lekti ven St rahLentei lers, 
wie er in den Ausf Cihrungsformen nach den Fig. 7 und 9 vorgesehen 
ist, 

15 

Die AuswahL der beiden zur Messung verwendeten WellenLangen wird im Zusam- 

menhang mit den Fig- 1-5 am BeispieL der Glucosebest immung beschrieben. 

Eine wesentLiche Schwieri gkei t bei dieser Best immung i tn VolLblut oder Harn 

^ besteht darin, daft die Korperf lussi gkeiten zu einem hohen Prozentsatz aus 

20 Wasser bestehen, Wasser hat aber im Bereich der GLucoseabsorpt ion im In- 

fraroten einen Absorptionskoef f izi ent en von 700 cm . GLucose hat dagegen 

in diesem Bereich LedigLich einen Absorptionskoef fi zienten von ca. 0,1* 
-1 

cm , ublicherweise wird diese S'chwi erigkeit , die generell bei IR-Messun- ' 
gen in wassrigen Losungen besteht, durch ein sogenanntes Zwei st rahlver- 
25 fahren vermieden; dabei wird die Losungs- bzw. Einbettungsmitte Labsorpt ion 
durch einen Ref erenzstrahLengang, in dem sich eine Probe befindet, die nur 
aus Wasser besteht, kompensiert • Durch den Einsatz von Lasern ansteLLe der 
konventioneLLen LichtqueLLen LaRt sich dieses Problem weiter reduzieren. 

30 Dem Zwei st rahLverf ahren haftet der grundsatz Li che NachteU an, dafl eine 
komplizierte Probenvorbehand Lung erforderlich ist urn eine sinnvoLLe Ver- 
wendung des Ref erenzst rahlenganges zu ermogLichen. 

Beim Verfahren nach der Erfindung wird statt des Zwei st rah Lverfahrens ein 
35 Zwei we I Lenlingenverf ahren angewendet . Dabei wird die Absorption der Probe 
bei zwei verschi edenen WelLenlangen simuLtan bestimmt- Die beiden WeLLen- 

f _ OMPI 
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Langen Liegen dabei so dicht beieinander, dafl dispersive Effekte kLein 
zu haLten sind. Dies ermogLicht eine Messung im bioLogischen Milieu ohne 
kompLizierte und Langwierige Probenvorbe hand Lung, 

Die erste WeUenLange wird so gewahlt, dafl bei Konzent rat ionsanderun- 
gen der zu untersuchenden Substanz in der Probe keine oder nur eine ver- 
nachLassigbar kLeine Anderung der Absorption auftritt, d-h. /V ^ sollte 
im "isosbesti schen Punkt" oder in einem "quasi-isosbest i schen 11 Bereich 
Liegen. 

Ein soLcher quasi-isosbestischer Bereich ist in den Figuren 4 und 5 
durch die Linien 41 und 42 verdeut Li cht . Man erkennt, daG in diesem Be- 
reich bei einer Snderung der GLucose-Konzent rat ion nur eine vernachlas- 
sigbar kLeine Knderung der Absorption auftritt. Diese Absorption ent- 
spricht aLso der Grundabsorpt ion der Probe und ist zur Normierung des 
MeBsignaLs geeignet. 

One Linie 41 entspricht dem Wert 940 cm , die Linie 42 entspricht dem 
Wert 950 cm" 1 . 

Die zweite Weltenlange 'X ^ wird so gewahLt, dafl sie auf einer Substanz* 
spezifischen Absorptionsbande Liegt. Diese Bedingung erfuLLen WeLlenLan- 
gen im Bereich zwi schen den beiden We L Lenlangen, die in den Figuren 1-5 

mit 51 und 52 bezeichnet sind. Linie 51 entspricht einem Wert "X- von 

-1 -1 
1090 cm , Linie 52 entspricht dem Wert 1095 cm . Man erkennt aus den 

Figuren 3 und 2, dafi der angegebene Bereich auf einer Absorptionsbande 

der Glucose, zugLeich aber im Bereirh minimaLer Absorption bei Heparin 

Liegt, Das Muccopo Lysaccharid Heparin ist im VoLLblut zu einem reLativ 

hohen Prozentsatz in den basophi Len Leukozyten vorhanden. Im Norma Lf a LI 

ist der EinfluG nicht aLLzu hoch, etwa 0,5 %, jedoch kann in pathologi- 

schen Grenzsit uat ionen mit einem erhohten Leukozytenantei L oder auch ; 

nach Verabreichung von Heparin als Ant i koaguLanz eine empfindLiche Stir- 

rung der GLucosemessung entstehen. Durch die dargesteLLte WahL der WeL- 

LenlSnge ^ st eine Storung der Messung durch Heparin in der Probe vei — 



mieden. 
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Verwendet man als Strahlungsquelle einen C0 2 -L.aser, so entsprechen die 

^ 2 -Linien den Laserlinien R (40) bis R (52) und der ^ .j-We I lenlangenbe- 

reich Liegt zwischen den C0 2 -|_aserlinien P (14) bis P (26). Die Wellen- 

Langenselektion wird zweckmaBig durch geeignete Interferenzf i Iter vorge- 

5 nommen, die in diesen Bereichen nach dem Stand der Technik mit einer Halb- 

wertsbreite von etwa 5 cm" 1 hergesteUt werden konnen. Statt.eines C0 2 " 

Lasers kann auch ein Ha LbLeiter laser , beispie Lsweise ein Pb„ -Sn -Te- 

1-x x 

Oder ein Raman-Laser, oder auch ein Kontinuumstrahler mit Frequenzselek- 
tion verwendet werden. Die Detektion des MeBsignals erfolgt mit den nach 
10 dem Stand der Technik ublichen Verfahren und Vorri chtungen. 

Die in den Fig. 6 bis 10 dargesteLLten Ausf uhrungsbeispiele von Vorrich- 
tungen zur Bestimmung von Stof fwechselprodukten konnen sowohl zur Trans- 
missionspektroskopie als auch zur ATR-Tota Lref lexion-Spekt roskopie mit 

15 quergedampften Inf rarotlicht wellen verwendet werden. Dabei ist der nur 
schematisch angedeutete Probentrager 1, in oder auf dem die Probe 2 vor- 
gesehen ist, vorzugsweise entweder als Objekttragerplattchen Oder als 
Kuvette aus zum Beispiel einem Copolymer aus Polyathylen und Polypropylen 
gefertigt, je nachdem ob die Probe 1 senkrecht oder horizontal durch- 

20 strahlt wird. 

Jedes der gezeigten Ausf uhrungsbeispie le weist eine Inf rarotstahlungs- 
quelle 3 und eine Detektoreinrichtung 4 auf. Im Inf rarotstrahlungsbundel 
5, das den Strahlengang zwischen der Quelle 3 und dem Detektor 4 bildet, 
25 befindet sich der Probentrager 1 mit der zu messenden Probe 2. 

Die Infrarotstrahlungsquelle 3 ist so ausgebildet, daR sie das Infrarot- 
strahlungsbundel 5 erzeugt, welches aus Inf rarotstrahlung einer ersten 
und einer zweiten Wellenlange A 1 bzw. J\ 2 besteht. Die Detektoreinri ch- 

30 tung 4 ist so ausgebildet, dafl sie die Absorptions- bzw. Intensitatswerte 
der Inf rarotstrahlung der unterschied Li chen WellenLangen und ^ 2 ge- 
sondert miflt. Der Detektoreinrichtung 4 ist eine Di visi onsscha Ltung 6 
nachgeschaltet, der die beiden von der Detektoreinrichtung 4 ermittelten 
Signa.le 1^ und I 2 zugefuhrt werden und die den Quotienten Q = I 2 /I 1 bil- 

35 det, worin I 2 der der Wellenlange A 2 entsprechende Absorptions- bzw- 

Intensitatswert ist, wahrend I 1 der der Wellenlange A 1 entsprechende Ab- 
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sorptions- bzw. Intensit at swert ist. Dieser Di visionsschalt ung 6 ist eine 
Anzeige- und/oder Aufzeichnungseinri chtung 7 nachgeschaltet , die bei- 
spielsweise aLs Schreiber, Drucker, Digital- oder Analoganzeigegerat o. 
dgl. ausgebiLdet sein kann. 

5 

Im Ausfuhrungsbei spiel der Fig. 6 weist die Inf rarotst rahlungsque lie 3 
einen starken Kontinuumsst rahler 8 auf, wie beispie Lsweise einen GLobai — 
oder Nernst-Stift, Mittels einer Blende 9 wird ein erstes und zweites 
Inf rarotst rah Lungsbundei 1Q bzw. 11 ausgeblendet . Zur Selektrierung der 

10 beiden Wellenlangen 7V ^ und Aj aus dem Kont inuumsspekt rum der Strahlung&- 
quelle 8 1st im Strahlengang des Teilstrahles 10 ein erstes Interferenz- 
filter 12 angeordnet, das im wesent lichen nur St rah lung der WellenLSnge 
X-j durchlaBt, wahrend im Strahlengang des zweiten Teilstrahles 11 ein 
zweites Interf erenzf i Iter 13 angeordnet ist, das im wesent lichen nur 

15 Strahlung der Wellenlange ?[ 2 durchlaflt. 

Der prinzipielle Verlauf der DurchtaGf unkt ion der Interf erenzf i Iter 12, 
13 ist im oberen und mittLeren Tei I der Fig. 11 dargestellt, worin die 
Tranparenz T in Prozent uber der Wellenlange 5\ in^pm aufgetragen ist. Die 
20 Halbwertsbreite AA sollte kleiner oder gleich 1 % der jeweiLigen durchzu- 
Lassenden Wellenlange A ^ bzw. A ^ sein. 

Die beiden TeiLstrahlen 10, 11 werden uber Spiegel 14 und einen wellen- 
langenselekt iven Strahlteiler 15 zu einem einzigen Inf rarotst rahlungsbun- 

25 del 5 vereinigt, nachdem sie vorher durch einen Chopper 16 mit unter- 
schiedlichen Frequen2en f^ (Mod ul at ionsf requenz des Inf rarotstrahlungs- 
bundels 10) bzw. f^ CModulat ionsf requenz des Inf rarotst rahlungsbundels 
11) moduliert worden sind- Daft sich unterschiedliche Frequenzen ergeben, 
ist dadurch angedeutet, dafl die Unterbrecherscheibe 17 des Choppers 16 

30 das Inf rarotst rahlungsbunde I 11 an einer der Rot ationsachse 18 des Chop- 
pers 16 naher gelegenen Stelle schneidet als das Inf rarotst rahlungsbunde I 
10 und das Chopperblatt fur die beiden Bundel (10,11) eine unterschied- 
liche Zahl von Segmenten hat. 

35 Die DurchlaGf unktion des we I lenlangense Lekt i ven St rahLentei lers 15 ist in 
Fig. 12 dargestellt, worin die Transparenz T bzw. die Ref lexi onsf ahigkei t 
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R, jewei Is in Prozent, fiber der WeUenLange in yum aufgetragen und die 
WeLlenLangen A ^ und A ^ eingezei chnet sind. 

Das Strahlungsbundel 5 tritt durch die Probe 2, die zum BeispieLs ein 
5 Ausstrich, eines BLutt ropfens auf einem als ObjekttrSger ausgebi Ldeten 
ProbentrSger 1 sein kann. Oieser kann beispielsweise aus einem Copolymer 
' aus PolySthylen und Polypropylen bestehen* Nach Ourchtritt durch die 
Probe 2 gelangt das Inf rarotstrah LungsbundeL 5 in die Detektoreinrich- 
tung 4, und trifft hier auf einen einzigen Detektor 19 auf, der^in dem 

10 jeweiLigen Spekt ralbereich, in dem sich die WeLlenLangen ft ^ und ft 2 be- 
finden, nahezu gleiche Empf indLi chkeit besitzt. Bei spi e Lswei se kann der 
Detektor 19 ein pyroelekt rischer Empfanger, wie etwa ein Tri glycinsuLfat- 
KristaLL sein, der abgekiirzt auch als TGS-Krist ra L L bezei chnet wird. Dies 
nahezu gleiche Empf indLi chkeit ist notwendig, damit die nachgescha Itete 

15 Elektronik mit gleichen Zeit konstanten betrieben werden kann. Das Aus- 

gangssignal des Detektors 19 wird zwei paraLLelen Lock-in-Verst arkern 20, 
21 Cphasenempf indliche GLei chri chter mit gegebenenfal Is nachgescha Ltetem 
Verstarker) zugefuhrt, von denen einer auf die ModuLat ionsf requenz f 1 des 
Inf rarotstrahLungsantei Is der WeUenLange ?\. ^ und der andere auf die Mo- 

20 dulationsf requenz f 2 des Inf rarot st rah Lungsantei Ls der WeUenLange ft 2 
abgestimnit ist. Am Ausgang des Lock-in-Verstarkers 20 erhalt man den 
oben erwShnten Intensitatswert 1^ bzw* ein ihm proport iona Les Signal, und 
am Ausgang des Lock-in-Verstarkers 21 steht der oben genannte IntensitSts- 
wert bzw. ein ihm proport iona Les Signal zur Verfugung. Diese beiden 

25 Signale werden in die nachgescha Ltete DivisionsschaLtung 6 eingegeben, 
die hieraus das normierte konzent rat ionsproport iona Le Signale Q - 
erzeugt. 

In) AusfuhrungsbeispieL der* Fig. 7 ist der Chopper 16 so angeordnet und 
30 ausgebi Idet, daB er beide TeiLstrahlen 10 und 11 mit der gleichen Chop- 
frequenz f moduliert. Inf o Lgedessen ist in der zugehorigen Detektoreinr 
richtung 4 ein zweiter we Uenlangense Lekt i ver St rah Lentei Ler 22 vorge- 
sehen, der das darauf auftreffende einzige Inf rarot st rah Lungsbunde I 5 in 
ein erstes TeiLbundeL 23 der WeUenLange "ft ^ und ein zweites TeiLbundeL 
35 24 der WeUenLange A 2 aufteilt. Das erste TeiLbundeL 23 gelangt auf 

einen Detektor 25, und das zweite Tei Lbunde I 24 trifft auf einen zweiteh 
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Detektor 26 auf. Oiese Detektoren 25, 26 konnen von der gLeichen Art wie * 
der Detektor 19 der Fig. 6 sein. 

Die den beiden Detektoren 25, 26 nachgeschaLteten Lock-in-Verstarker 27 
5 bzw. 28, die beide auf die ModuLationsf requenz f abgestimmt sind, erzeu- 
gen wiederum an ihren Ausgangen IntensitStswerte 1^ bzw. 1^, aus denen 
der oben erwahnte Quotient Q in der DivisionsschaLtung 6 gebi Ldet wird. 

Fig. 8 zeigt ein Ausf uhrungsbeispieL, bei dem aus der Strahtung der eben-* 
10 falls als KontinuumsstrahLer ausgebi Ldeten StrahlungsqueLle 8 mitteLs 
der Blende 9 nur ein einziges St rahlungsbunde I, namlich das Infrarot- 
strahlungsbundel 5 ausgeblendet wird. Dieses Bundel tritt durch einen 
Doppelband-Interf erenzf i Lter 29 und die Unterbrecherscheibe 17 eines Chopr 
pers 16 und durchsetzt dann die Probe 2. Die Durchlaflkurve dieses Doppel- 
15 band-Interf erenzf i Lters 29 ist im unteren Tei L der Fig. 11 gezeigt und 
stellt, wie ein VergLeich mit dem mittLeren und oberen Tei L der Fig. 11 
ergibt, eine Kombination der DurchLaRkurven der beiden Interf erenzf i Lter 
12 und 13 dar, die in den Ausf uhrungsbeispielen der Fig- 6 und 7 verwen- 
det werden. 

20 

Die Detektoreinri chtung 4 in Fig. 8 kann so ausgebi Ldet sein, wie in 
Fig* 7 dargestelLt. 

Fig. 9 zeigt ein Ausf uhrungsbeispieL, bei dem die Inf rarotst rahlungsque I- 
25 le 3 aLs Lichtquelle einen Laser 8, zum BeispieL eine CO^-Laser oder ei- 
nen Raman-Laser, mit Mehrli nienemission aufweist. Dieser ist mit einer 
St rahLauf wei tungsvorrichtung 30 versehen. MitteLs der BLende 9 wird ein 
einziges St rahlungsbunde I, -n3m Li ch das Inf rarotst rahlungsbunde L 5, ausge- 
bLendet, das, bevor es durch die Probe 2 tritt, mittels eines Choppers 16 
30 mit einer Chop-Frequenz f moduLiert wird- 

■ 

<« 

Die Detektoreinrichtung 4 ist im wesent Lichen so aufgebaut, wie in Fig- 7 
dargesteLlt; jedoch ist zum Zwecke der We I lenLangense lektion ein erstes 
Interf erenzf i Lter 12 im Strahlengang des ersten Teilbundels 23 zwischen 
35 dem we L lenLangense Lektiven St rahlentei Ler 22 und dem ersten Detektor 25 
angeordnet, so daf3 letzterer nur Inf rarotst rahlung der WeLlenLange A 1 
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erhaLt, wahrend im StrahLengang des zweiten TeilbiindeLs 24 zwischen dem 
welLenLangenselektiven Strah LenteUer 23 und dem zweiten Inf rarot st rah- 
Lungsdetektor 26 ein zweites Interf erenzf i Lter 13 vorgesehen ist, das nur 
StrahLung der WeLlenLange 7\ 2 durchLaBt. 
5 - . " " 

Das AusfuhrungsbeispieL nach Fig- 9 kann auch so abgewandelt sein, daft 
durch AufteiLung und Wiedervereinigung des aus der StrahLaufweitungsvor- 
richtung 30 austretenden St rahlungsbiindeLs unter Selektion der WelLenLan- 
gen A 1 und TV 2 und einer Zweif requenzmodulat ion mitteLs eines Choppers 
10 16 entsprechend der Ausf uhrungsform nach Fig. 6 eine Detektoreinr i chtung 
4 der in Fig. 6 gezeigten Art verwendet werden kann, die nur einen einzi- 
gen Detektor 19 erfordert. 

In Fig. 10 ist ein Ausf Ghrungsbei spie L gezeigt, in dem zwei monochroma- 
15 tische Laser 8 vorgesehen sind, von denen der eine die Emissionswellen- 

Lange A 1 und der andere die Emi ssi onswe L LenLange 7\ 2 hat. Diese Laser 8 " 
k3nnen beispie tswei se Pb^Sn^e-Laser sein, so dafi nach Durchgang der 
LaserstrahLungen durch die St rah laufweitungsvorri chtung 30 mittels der 
Blende 9 ein erstes TeiLbundeL 10 erzeugt wird, das nur Inf rarotst rahlung 
20 der WeUenLange 7\ 1 enthaLt, sowie ein zweites TeilbOndeL 11, das nur In- 
frarotstrahLung der WeUenLange ?\ 2 enthaLt. Diese beiden TeiLbundeL uer- 
den in ahnLicher Weise wie in Fig. 6 mit zwei unterschiedli chen Chop-Fre- 
quenzen ^ bzw. f 2 moduliert und durch einen SpiegeL 14 und einen wellen- 
LangenseLektiven St rahLentei ler 15 zu dem gemeinsamen Inf rarotst rahLungs- 
25 bundel 5 vereinigt. Die Detektorei nri chtung 4 kann bei diesem AusfGhrungs- 
. beispieL von der in Fig. 6 gezeigten Art sein, sie kann jedoch auch so 
ausgebildet sein, wie in Fig. 7 gezeigt ist, sofern man die beiden TeiL- 
bundeL 10, 11 in Fig. 10 mit der gLeichen Chop-Frequenz f moduLiert. 

30 Der Probenraum kann auch a Is Durchf LuRkuvette geringer Schi chtdicke ausge- 
fuhrt sein. Dies ist insbesondere von Interesse, wenn das Verfahren zum 
kontinuierLichen Messen, zum BeispieL bei der DiaLyse mit einer kunstli-. 
chen Niere, eingesetzt werden soLL. Bei diesem Anwendungsf a L L ist weniger 
die Glucosebestimmung a Is vieLmehr die Bestimmung von Peptidspa Ltproduk- 

35 ten, Def ekhormonen, Harnstoff, Harnsaure und Kreatinin im OiaLysat von 
Interesse. Der isosbest ische b2W. quasi— i sosbest i sche Bereich fiir /\ ^ ist 

( - 0:a?i 
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dabei im wesent Lichen der gleiche wie bei der GLucosemessung^ jedoch mufi 
die zweite WeLLenLange A ^ jewei Is den Substanzen entsprechend ausgewahLt 
werden. Der optische und eLektrische Aufbau des Auswert egerat es seLbst 
wird entsprechend einem der dargestelLten Ausf tihrungsbei spieLe gewahLt, 

* 5 

Es ist auch mogLich mit dem Verfahren nach der Erfindung mehrere Substan- 
zen simuLtan zu bestimmen. Es mussen dann mehr a Is zwei WeLLenLangen si- 
muLtan durch die Probe gestrahLt werden, wobei eine dieser WeLLenLangen 
in einem mindestens quasi-isosbestischen Bereich Liegt und die anderen 

10 jewei Ls den zu untersuchenden Substanzen angepaBt ausgesucht werden. So 
ist es zum BeispieL ohne weiteres mogLich, daB unter Verwendung von funf 
verschiedenen WeLLenLangen GLucose, KthyLaLkohoL, Harnsaure und Kreatinin 
simuLtan zu bestimmen. Die Normierung erfoLgt dabei jewei Ls durch die 
funfte WeLLenLange, die in einem quasi-i sosbest ischen Bereich Liegt, zum 

15 BeispieL in dem aus den Fig* 1-5 ersicht Li chen Bereich. 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Mo LekiHspekt roskopie, insbe sonde re zur Bestimniung von 
Stof fwechselprodukten, bei dem die Absorption von Inf ra rot st rah Lung 
5 durch eine Probe, weLche eine zu best immende Substanz ent halt, gemes- 
. sen wird, dadurch gekennzeichnet, daB gLeichzeitig bei zwei unter- 
schiedLi chen WeLLenLangen (A 1 ,^ 2 > der Inf rarot strahlung gemessen 
wird, wobei-die erste WeLLenLange C/^) so ausgewahlt ist, daB bei 
KonzentrationsSnderungen der zu best immenden Substanz in der Probe (2) 
10 keine Oder nur eine vernachlassigbar kLeine Knderung der Inf rarot st rah- 

Lungsabsorption auftritt, wahrend die zweite WeLLenlange (7\ 2 ) so aus- 
gewShLt ist, daB sie im Bereich einer subst anzspezif ischen Absorptions- 
bande der zu bestimmenden Substanz liegt, und daB der Quotient aus den 
bei diesen beiden WeLLenLangen (ft iy 7\ 2 ) gemessenen Absorpt ionswerten 
15 gebiLdet wird. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzei chnet , daB fur die Messung 
bei der ersten WeLLenlange C^^} zur Bestimmung der Grundabsorption 
der Probe (2), insbesondere von Blut und/oder KSrpergewebe, der Infra- 
20 rotspektraLbereich von 940 bis 950 cm -1 verwendet wird. 



25 



30 



35 



3, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Absorption 
bei den beiden unterschiedLi chen Wei 
missions-Spektroskopie bestimmt wird 



bei den beiden unterschiedLi chen WetlenLangen (A^T^) mittels Trans- 



4. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet-, daB die Absorption 
bei den beiden unterschiedLichen WeLLenLangen C/t^,/^) mitteLs Re- 

f lexions-Spektroskopie bestimmt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Probe (2) als Ausstrich bzw. Fi Lm vorgesetien ist, ; 

6- Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB aLs Probentra- 
ger CD ein Wegwerf- bzw- Einwegprobent rager aus einem Kunststoff ver- 
wendet wird, der im Bereich der ersten und zweiten WeLLenlange tA^^) 



nur eine gennge Ei genabsorpt ion besitzt, 
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7* Verfahren nach Anspruch 5 und 6, dadurch gekennzei chnet , daB aLs Pro- 
bent rager <1) ein ebener Objektt rager verwendet wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 5 und 6, dadurch gekennzei chnet , daB aLs Pro- 
5 bentr^ger CD eine Kuvette verwendet wird* 

9. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 8, dadurch gekennzei chnet , 
dafi zwei Inf rarot-Tei 1st rahlungsbGnde L <10^ 11) erzeugt werden, die 
unterschiedliche WeLlenlSngen (A^,A 2 ) haben, und daB diese Teilbun- 

10 del verschieden moduLiert uerden. 

10. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Ansprtiche 
1 bis 9, rnit einer Inf rarotstrahLungsque Lie und einem Inf rarotst rah- 
Lungsdetektor sowie mit einem im Inf rarotst rah lengang zwischen der 

15 Quelle und detn Detektor posit ionierbaren Probentrager , gekennzei chnet 
durch eine Inf rarotst rahlungsque He (3) zur Erzeugung eines Inf rarot- 
st rahlungsbunde Is C5), das aus Inf rarotst rah lung von wenigstens einer 
ersten und 2werten WelLenlSnge cA^A^) besteht, wobei die erste 
WeLLenlange (A-j) so ausgewahLt ist, daB bei Kon2entrat ionsanderungen 

20 der zu best immenden Substanz in der Probe (2) keine Oder nur eine vei — 
nachlassigbar kleine Knderung der Inf rarotst rahlungsabsorpt i on auf- 
tritt, wahrend die andere Wellenlange (A^) so ausgewahlt ist, daB sie 
im Bereich einer substanzspezi f i schen Absorpt ionsbande der zu best im- 
menden Sub$tanz Liegt; durch eine Detektoreinri chtung (4) zur geson- 

25 derten Messung der Absorpt ionswerte der Inf rarotst rah Lung der unter- 
schiedlichen WellenUngen (A^A^, und durch eine der Detektorein- 
richtung C4) nachgescha Ltete Di vi sionsscha Ltung C6) zur Bi Idung des 
Quotienten aus den ermittelten Absorpt i onswerten, 

30 11* Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzei chnet, daR aLs Inf ra- 
rotst rahlungsque L Le einen starken Konti nuumsstrah Ler (8) vorgeseherv 
ist- 

12* Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzei chnet , dafi als Infra- 
35 rotst rah Lungsque I Le ein Oder mehrere Laser vorgesehen sind. 
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10 



15 



20 



25 



30 



13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekennzei chnet , dafl jeder Laser 
mit einer St rahtauf wei t ungsvorri cht ung (30) versehen ist. 

14, Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , da(3 die Infra- 
rotstrahlungsqueLLe (3) mit einer Blende (9) zum AusbLenden eines er- 
sten und zweiten Tei 1st rah Lungsbunde Is (10, 11) versehen ist, daft im 
StrahLengang des ersten Tei 1st rahLungsbunde Is (10) ein erstes Interfe- 
renzfiLter (12), das nur Inf rarot strah Lung der ersten WeLLenLange 
(A^) durchlaflt, und im StrahLengang des zweiten Tei 1st rah Lungsbiin- 
dels (11) ein zweites Interf erenzf i Lter (13), das nur Inf rarotst rah- 
Lung der zweiten WeLLenLange (^g) durchlaflt, vorgesehen ist, und daB 
eine St rah Lum lenk- und -zusammenf uhrungsvorri chtung <14, 15) zum Ver- 
einigen der beiden Tei Lst rah Lungsbunde L (10, 11) zu einem einzigen, 
die Probe C2) durchset zenden Inf rarot st rahLungsbunde I (5) vorgesehen 

i st „ 

15* Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzei chnet , dafi die Infra- 
rotstrahLungsque LLe (3) mit einer Blende (9) zum AusbLenden eines 
einzigen Inf rarot st rah Lungsbunde Ls (5) versehen ist, in dessen Strah- 
Lengang ein DoppeLband-Interf erenzf i Lter (29) vorgesehen ist, das nur 
Inf rarotstrahlung der ersten und zweiten WeLLenLange ( durch- 



16- Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzei chnet , daf3 im Strah- 
Lengang des ersten und zweiten Tei Lst rahLungsbunde Ls (10, 11) ein 
Chopper (16) zum flodulieren des ersten Tei Lst rahLungsbunde Ls (10) mit 
einer ersten Chop-Frequenz (f 1 ) und zum Moduli eren des zweiten Teit- 
strahlungsbundels (11) mit einer zweiten Chop-Frequenz <f 2 ) vorgese- 
hen ist. 

17- Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzei chnet , daG die Detek- 
toreinrichtung (4) ein wellenlangenselekt iver St rahlentei Ler (22) zum 
Aufteilen des einzigen Inf rarotst rahlungsbundels (5) in ein erstes 
und zweites Tei Lst rahLungsbunde I (23, 24) enthaLt, wobei das erste 
Tei 1st rah Lungsbunde L (23) auf einen ersten Inf rarot st rahlungsdetektor 
(25) und das'zweite Tei Lst rahLungsbunde L (24) auf einen zweiten Infra- 
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rotstrahlungsdetektor C26) gerichtet ist, dafl diesen Detsktoren (25, 
26) je ein Lock-in-Verst Srker (27, 28) nachgeschaLtet ist, deren Aus-- 
gange rnit der DivisionsschaLt ung (63 verbunden sind* 

5 18, Vorrichtung nach Ansprudh 16, dadurch gekennzeichnet, da£3 die Detek- 
toreinrichtung (4) einen einzigen Inf rarotst rahLungsdetektor (19) 
enthalt, dem zwei paraLLeLe Lock— in-Ver starker (20, 21) nachgeschaL- 
tet sind, von denen der eine auf die erste Chop-Freequenz (1^) und 
der andere auf die zweite Chop-Frequenz (f 2 ) abgestimmt ist /( und daf? 

0 die Ausgange der Lock-in-Verst Srker (20, 21) mit der DivisionsschaL- 

tung (6) verbunden sind. 
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